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Principio

El procedimiento de tipificacidn basada en secuenciacién (SBT) de HLA que se describe en
este documento fue desarrollado originalmente por D. Sayer en 2001 y se desarrollé en un
ensayo de un solo tubo en 20042. El procedimiento supone la amplificacién inicial de la
secuencia objetivo seguida de un tratamiento enzimatico para eliminar cebadores y dNTP no
incorporados. Luego se utiliza el amplicon como plantilla para la secuenciacidn directa y
automatizada de ADN fluorescente, con cebadores de secuenciacion personalizados y el
método quimico de secuenciacion Big Dye’ Terminator Applied Biosystems™ de Life
Technologies™. Los productos de extensién se purifican con el método de precipitacion de
etanol y se desnaturaliza con formamida Hi-Di™ Applied Biosystems™ de Life Technologies™,
antes de la separacion y la deteccidn en el secuenciador automatizado de ADN fluorescente.
Se recomienda analizar los datos resultantes con el software de analisis de secuencias
ASSIGN™ SBT de CareDx Pty Ltd*>.

Uso previsto

Los kits de SBT de HLA OLERUP SBT™ de CareDx Pty Ltd se utilizan en la tipificacidon de genes
HLA clase | (HLA-A, By C) y clase Il (HLA-DRB1, DQB1 y DPB1) en un entorno de laboratorio
de ADN gendmico. Cada kit contiene reactivos que facilitan la amplificacién de PCR y la
secuenciacion del ADN de un determinado gen. Los datos de secuenciacidn resultantes se
interpretan a través del software de SBT ASSIGN™ de CareDx Pty Ltd. Debe sefialarse que
estos kits de SBT no se utilizan para el diagnéstico de enfermedades, pero pueden utilizarse
como parte del proceso de determinaciéon de compatibilidad entre donantes y receptores.
Se trata de una prueba de secuenciacién de ADN que produce una secuencia de ADN de
parte de un gen HLA. El dispositivo estd dirigido a personal con las cualificaciones adecuadas
y con conocimiento de la frecuencia de los tipos de HLA en su poblacién. Las pruebas deben
realizarse en laboratorios regulados.
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Composicion del kit

Kit Nro. de catdlogo V Contenido pre PCR" Contenidos pos PCR
(Cant. de ampollas) (Cant. de ampollas)
Clase |
HLA-A XH-PD1.1-2(20) 20 ADN POL — HLA-A 1x250L AEX1F AEX1R 1 x 44 BL cada
pruebas MEZCLA 1x352BL AEX2F AEX2R uno
AEX3F AEX3R
AEX4F AEX4R
XH-PD1.1-2(50) 50 ADN POL — HLA-A 1x600L AEX1F AEX1R 1x 110BlL cada
pruebas MEZCLA 1x 880 L AEX2F AEX2R uno
AEX3F AEX3R
AEX4F AEX4R
HLA-B BS-PD2.1-2(20) |20 ADN POL —-HLA-B || 1x250L BEXLF BEX2F 1x 44 BL cada
pruebas MEZCLA 1x352BL —on - une
BEX3R BEX4F
BEX4R
BS-PD2.1-2(50) 50 ADN POL — HLA-B | | 1x600L BEXLF BEX2F 1x 110 BL cada
pruebas MEZCLA 1x 8800l BEX2R BEX3F e
BEX3R BEX4F
BEX4R
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Kit Nro. de catdlogo V Contenido pre PCR" Contenidos pos PCR
(Cant. de ampollas) (Cant. de ampollas)
HLA-C HH-PD 3.2-2(20) 20 ADN POL - HLA-C 1x250L CEX1F CEXIR 1x 44Dl cada
pruebas MEZCLA 1x3520AL CEX2F CEX2R uno
CEX3F CEX3R
CEXA4F CEX4R
CEXSF CEX5R
CEX6F CEX6R
CEXTF
HH-PD 3.2-2(50) | 50 ADN POL - HLA-C || 1x600L CEX1F CEXIR 1x 110 0L cada
pruebas MEZCLA 1 x 880 (L CEX2F CEX2R uno
CEX3F CEX3R
CEXA4F CEX4R
CEXSF CEX5R
CEX6F CEX6R
CEXT7F
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Kit Nro. de catdlogo V Contenido pre PCR" Contenidos pos PCR
(Cant. de ampollas) (Cant. de ampollas)
Clase Il
HLA-DRB1 HH-PD5.2-5(20) | 20 ADNPOL-DRB1 | | 1x108L || DRBIEX2F || DRBIEX2R-2 | |1x44mL
pruebas | " \yezcia DE 1x370@L || DRBIEX3R2 || RB-TG344R cada uno
HH-PD5.2-5(50) 50 ADN POL - DRB1 1x200L DRBIEX2F " DRB1EX2R-2 1x110EL
pruebas MEZCLA DE 1x920BL || DRBIEX3R-2 || RB-TG344-R cada uno
LG-PD5.2-7(20) 20 ADN POL - DRB1 1x100L DRB1EX2F DRB1EX2R-2 1x440L
cada uno
RB-TG344-R
LG-PD5.2-7(50) 50 ADN POL - DRB1 1x200EL DRB1EX2F DRB1EX2R-2 1x1100L
pruebas MEZCLA DE 1x920BL || DRB1EX3F-7 || DRBiEX3R-7 | | C3dauno
RB-TG344-R
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Kit Nro. de catdlogo V Contenido pre PCR" Contenidos pos PCR
(Cant. de ampollas) (Cant. de ampollas)
HLA-DQB1 PQ-PD6.2-2(20) 20 ADN POL - DOB1 1x100RL DOB1EX2F DOB1EX2R 1x44 0L
pruebas MEZCLA DE 1x370EL DOB1EX3F || DOB1EX3R cada uno
PQ-PD6.2-2(50) 50 ADN POL - DOB1 1x200L DOB1EX2F DOB1EX2R 1x1100L
pruebas MEZCLA DE 1x920EL DOB1EX3F || DOBI1EX3R cada uno
AN-PD6.2-3(20) 20 ADN POL - DOB1 1x100L DOB1EX2F DOB1EX2R-3 1x44 0L
pruebas MEZCLA DE 1x370EL DOB1EX3F || DOBI1EX3R cada uno
AN-PD6.2-3(50) 50 ADN POL - DQB1 1x200L DOB1EX2F DOB1EX2R-3 1x110RL
pruebas MEZCLA DE 1x920EL DOB1EX3F || DOBIEX3R cada uno
HLA-DPB1 HH-PD10.1(20) 20 ADN POL — DPB1 1x10BL DPB1EX2F DPB1EX2R 1x440BL
ruebas cada uno
P MEZCLA DE 1x3700L
HH-PD10.1(50) 50 ADN POL - DPB1 1x200L DPB1EX2F DPB1EX2R 1x1100L
ruebas . cada uno
P MEZCLA DE 1x9200L
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Kit Nro. de catdlogo V Contenido pre PCR" Contenidos pos PCR
(Cant. de ampollas) (Cant. de ampollas)
KD-PD10.2-1(20) | 20 ADN POL - DPB1 1x100L DPB1EX1F DPB1EXIR 1x4408L
pruebas MEZCLA DE 1x 3700 DPBI1EX2F DPB1EX2R cada uno
DPB1EX3F DPB1EX3R
DPB1EX4F DPB1EX4R
DPB1EXS5F DPB1EX5R
PB-AG341-R
KD-PD10.2-1(50) | 50 ADN POL - DPB1 1x20EL DPB1EXIF DPB1EX1R 1x110EL
pruebas MEZCLA DE 1x9200L DPB1EX2F DPB1EX2R cada uno
DPB1EX3F DPB1EX3R
DPB1EX4F DPB1EX4R
DPB1EX5F DPB1EX5R
PB-AG341-R

*El kit pre PCR contiene una ampolla de una mezcla de PCR especifica del locus (por ejemplo,| MEZCLA DE [) que consiste en un tampdén de PCR, dNTP,

MgCl, y cebadores de PCR especificos del locus, junto con una Unica ampolla de ADN polimerasa (por ejemplo,| ADN POL —HLA- |).

El kit pos PCR contiene cebadores de secuenciacion (por ejemplo,| AEX1F

~

Pagina 8 de 29 Para uso de diagndstico in vitro



Requisitos de almacenamiento

Las cajas pre y pos PCR pueden separarse y almacenarse en congeladores designados como
pre y pos PCR. Cuando se almacenan a -20 °C (se acepta un rango de temperatura de -15 °C
a-25 °C), los componentes del kit pueden usarse hasta la fecha de caducidad indicada en los
contenedores  externos  del kitt y se toleran hasta 25 ciclos de
congelamiento/descongelamiento.

La prueba de estabilidad acelerada para los kits de HLA-A, B, C, DRB1, DQB1 y DPB1 indico
una vida util de dos afos y medio desde la fecha de fabricacién a una temperatura de
almacenamiento de -20 °C. Se completd una prueba confirmatoria en tiempo real. No usar
mas alla de la fecha de caducidad.

Para mantener un rendimiento éptimo del kit, sus componentes deben sacarse del lugar de

almacenamiento a -20 °C y descongelarse rapidamente a temperatura ambiente antes de su
uso. Los componentes del kit, a excepciéon de la polimerasa, deben mezclarse en vortex
suavemente para garantizar que los componentes de cada tubo se mezclen adecuadamente
después de descongelarse. Después del uso, los kits o los componentes deben volverse a

almacenar inmediatamente a -20 °C.

Pagina 9 de 29 Para uso de diagndstico in vitro



Materiales, reactivos y equipos no suministrados

PCR
1. Agua destilada
2. Pipetas electrénicas o mecdnicas y puntas resistentes a aerosoles
3. Termociclador con tapa térmica
Estos kits fueron validados con de los siguientes termocicladores:
MJ Research PTC 225 DNA Engine DYAD™, Applied Biosystems™ de Life
Technologies™, termociclador Veriti™, Gene Amp° PCR System 9700 y Eppendorf
Mastercycler® Pro.
El uso de otros termocicladores con estos kits requiere validacidon por parte del
usuario.
4, Tubos de reaccidn para termociclado con paredes delgadas de 0,2 mL (8 tiras o 96
pocillos).
Usar los recomendados para cada termociclador.
5. Tubos estériles de 1,5 mL
6. Zona de trabajo estéril, como gabinete o cubierta de seguridad bioldgica.
7. Centrifuga de mesa con adaptadores para pocillos y capacidad para alcanzar 2500 x g
8. Vortex

Electroforesis en gel de agarosa

9.

10.

11.
12.
13.

Aparato de electroforesis en gel de agarosa

Gel TBE de agarosa al 1% (para biologia molecular) que contiene 0,1Eg/mL de
bromuro de etidio.

Tampodn de carga
Marcador PCR apto para cubrir un rango de 300—-1300 bp

Transiluminador de luz UV

Purificacion del producto PCR

14.

15.

16.

ExoSAP (USB® ExoSAP-IT° nro. de cat. 78200 para 100 reacciones o lllustra™
ExoProStar™ nro. de cat. US77702 para 100 reacciones)

2mM MgCl; (disponible para su compra a CareDx Pty Ltd, cédigo de producto MgCl2-
1.0(50) o MgCI2-1.0(3000))

Agitador

El uso de técnicas de purificacion de PCR alternativas requiere validacion por parte
del usuario antes de su uso.
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Reaccion de secuenciacion

17.

18.

BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1 o v1.1, Applied Biosystems™ de Life
Technologies™.

5 tampones de reaccidn de secuenciacién (CareDx Pty Ltd, cddigo de producto SEQ
BUF-2.0(400) o SEQ BUF-2.0(5000)) o 5 tampones de secuenciacion BigDye®
Terminator v3.1 o v1.1, Applied Biosystems™ de Life Technologies™.

Purificacion de productos de la reaccidn de secuenciacion

19.

20.

125mM EDTA, pH 8,0 (disponible para su compra a CareDx Pty Ltd, cddigo de
producto EDTA-30(200) o EDTA-30(5000))

Etanol absoluto y al 80 %. Cada ejecucidn requiere etanol al 80 % recién preparado
que consiste de etanol absoluto y agua destilada. NO USAR ETANOL
DESNATURALIZADO (también denominado alcohol desnaturalizado en algunos
paises).

El uso de técnicas de purificacion de secuenciacién alternativas requiere validacion
por parte del usuario antes de su uso.

Desnaturalizacion y electroforesis de productos de la reaccidn de secuenciacion

21.

22.

23.

Formamida Hi-Di™, Applied Biosystems™ de Life Technologies™, cddigo de producto
4311320

Secuenciador automatizado de ADN y accesorios (por ejemplo, ABI Prism® 3730
Applied Biosystems™ de Life Technologies™), incluidos recopilacién de datos vy
software.

Estos kits fueron probados y validados en el software y los secuenciadores capilares
3100, 3730 y 3730xI Applied Biosystems™ de Life Technologies™.

El uso de otras técnicas de desnaturalizacion y plataformas de secuenciacion
requiere validacién por parte del usuario antes de su uso.

Software de andlisis de secuenciacion de HLA (por ejemplo, ASSIGN™ SBT, version
4.7 o superior, CareDx Pty Ltd).

Requisitos de muestreo

Agua destilada (control negativo/sin plantilla)

ADN gendmico humano de alto peso molecular (rango de concentracion de 20-100
ng/uL en un tampon Tris/EDTA y ODaeos2s0> 1,8) extraido de especimenes de sangre
entera anticoagulada ACD o EDTA. NO usar especimenes de sangre entera que
contengan heparina.

El método de aislamiento de ADN requiere validacidn por parte del usuario antes de su
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AAdvertencias y precauciones de seguridad

Solo personal de laboratorio autorizado y capacitado debe usar este kit.

Todas las muestras, los equipos y los reactivos deben manipularse de acuerdo con las
practicas recomendadas de laboratorio. En particular, todo el material de pacientes debe
considerarse potencialmente infeccioso. Se recomienda especialmente usar guantes y
batas de laboratorio. Hay que manipular y eliminar todo el material de muestras de
acuerdo con las pautas regulatorias locales y nacionales.

NINGUNO de los componentes de los kits contiene sustancias peligrosas.

NO usar los reactivos mas alla de su fecha de caducidad.

NO se recomienda usar componentes de kits perteneciente a lotes diferentes. Este tipo
de uso puede afectar al rendimiento del ensayo.

NO se recomienda usar reactivos no incluidos en este kit o no mencionados en
“Materiales, reactivos y equipos no suministrados” (por ejemplo, las polimerasas de ADN
Tagq alternativas). Este tipo de uso puede afectar al rendimiento del ensayo.

Deben tomarse medidas para evitar la contaminacién cruzada de especimenes de ADN.
Se deben cambiar las puntas entre especimenes de ADN.

Las actividades pre y pos PCR deben estar separadas fisicamente de forma estricta. Hay
que usar el equipo, los reactivos y las batas de laboratorio especialmente designados.

El bromuro de etidio es un carcindégeno potencial. Siempre deben usarse guantes de
proteccién al preparar y manipular geles. Se deben eliminar geles y tampones de
bromuro de etidio de acuerdo con las pautas locales y nacionales.

Al visualizar y fotografiar geles de agarosa bajo la luz UV, hay que evitar siempre la
exposicién directa, y usar proteccion para el rostro con bloqueo de UV, guantes
desechables y batas de laboratorio.

Simbolos
Se han utilizado los siguientes simbolos no estandar:
Simbolo Descripcion
MEZCLA Mezcla de PCR especifica de locus

ADN POL — XXXX ADN poIimerasa

AEX1F Cebador de secuenciacion directa del exén 1 de HLA-A Consultar
“Composicion del kit” y la Tabla 4 para conocer otros cebadores
de secuenciacion.

&I Fecha de fabricacién (requerida en mercados fuera de la UE).
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Procedimiento

1. PCR

1.1.Debera prepararse una reaccién de PCR por separado para amplificar cada locus y
para probar cada muestra individual. Cada ejecucidn debe incluir controles
positivos adecuados de genotipos conocidos, y al menos un control negativo de
cada locus que se amplifica.

1.2. Preparar una solucién fresca de mezcla maestra de PCR cada vez que se realiza un
PCR. Descongelar rapidamente la mezcla de PCR especifica de locus a temperatura
ambiente. Una vez descongelada, mezclar en vértex brevemente.

1.3.Administrar el volumen requerido de mezcla de PCR y ADN polimerasa en un tubo
estéril para la cantidad de muestras que se desean probar (consultar la Tabla 1 a
continuacién para conocer el volumen por reaccién). Mezclar en vértex a pulso la
solucidén 3 o 4 veces.

Locus A B C DRB1 DQB1 DPB1

Mezcla de PCR especificade locus 16[L 16BL 16EL 16,7@L 16,7EL 16,70L

por ejemplo,| MEZCLA

ADN polimerasa 1BL 1@EL 1@ o,3@EL  0,3@EL  0,3[L
ADN POL — HLA-A

por ejemplo,

Tabla 1: Composicion de la mezcla maestra requerida por muestra.

1.4. Administrar 17 BlL de la mezcla maestra en cada pocillo.

1.5. Adadir 3 BIL de ADN de la muestra o los controles positivos adecuados a cada pocillo.
Afadir 3 BlL de agua destilada al pocillo de control negativo.

1.6.Sellar los pocillos. Mezclar suavemente en vortex y centrifugar brevemente.

1.7.Colocar los pocillos en un termociclador y ejecutar de acuerdo con las condiciones
de termociclado que se indican a continuacidn.

95 °C-10 min

96 °C—- 20 seg

60 °C— 30 seg 3 ciclos
72°C—-3 min

15 °C - retencig,
1.8.La amplificacién tarda aproximadamente 2,5 horas en completarse.

1.9.Cuando finaliza la PCR, quitar los pocillos/placas del termociclador y continuar
directamente con la electroforesis en gel o almacenar 4 °C hasta que sea necesario.

NOTA: la purificacién de amplicones mediante tratamiento ExoSAP debe producirse en las
24 posteriores a la finalizacion de la PCR.

2. Electroforesis en gel de agarosa

2.1. Confirmar la correcta amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa con 2
L de cada producto de PCR mezclado con un tampdn de carga de 5 BlL (si se utilizan
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volumenes alternativos para el tampén de carga, deben validarse antes de su uso).
Se recomienda usar geles de agarosa al 1 %.

2.2.La cantidad y los tamafios esperados de los amplicones resultantes variaran segun el
locus y el genotipo de la muestra. Los tamafios de amplicones de PCR esperados se
detallan en la Tabla 2.

Locus Tamanos de banda esperados
HLA-A = 2 kbp

HLA-B = 2 kbp

HLA-C =1,1kbpy 1,4 kbp

HLA-DRB1  =450bp- 850bp  (HH-PD5.2-5)
~630bp- 980bp  (LG-PD5.2-7)

El patron de bandas variard segln la presencia
de grupos de alelos especificos

HLA-DQB1 =300bpy500bp  (PQ-PD6.2-2)
=400 bpy500bp  (AN-PD6.2-3)

HLA-DPB1 =400 bp (HH-PD10.1)
=400 bp, =780 bp y =1470 bp (KD-PD10.2-1)

Tabla 2: tamaios de productos esperados para cada ensayo.

3. Purificacion del producto PCR

NOTA: pueden usarse otros sistemas de purificacidon ademés de ExoSAP-IT® o ExoProStar™
(por ejemplo, Agencourt” AMPure® XP o sistemas basados en columnas) para purificar
productos de PCR. Se recomienda especialmente que los usuarios validen estos
procedimientos antes de continuar. Si se utiliza un tratamiento ExoSAP, se recomienda que
los usuarios sigan el procedimiento que se describe a continuacion.

3.1.Preparar una mezcla maestra que consiste en 4 BL de ExoSAP-IT" o ExoProStar™ y 8
AL de 2mM MgCl, por muestra a purificar. Mezclar en vortex suavemente.
Administrar 12 BL de la mezcla maestra en el pocillo de cada muestra reactiva.
Sellar los pocillos, mezclar en vortex y colocar en un agitador o mezclar en vortex
suavemente durante 2 minutos. Centrifugar brevemente antes de colocar en el
termociclador. Ejecutar el termociclador de acuerdo con el siguiente perfil:

37 °C-30 min
80 °C—15 min
4 °C — retencion

3.2. Al finalizar, diluir el producto purificado en una proporcién 1:4 con agua destilada.
Este paso de dilucion garantizard que haya suficiente plantilla para realizar las
reacciones de secuenciacion, y garantizara que la concentracion de la plantilla sea
suficiente para producir datos de secuencia de buena calidad.

NOTA: es posible que se requiera un factor de dilucién mas alto (por ejemplo, 1:8) si se
observan sefiales altas uniformes junto con ruido y artefactos asociados. Es posible que los
productos de PCR mas débiles requieran un factor de dilucién mas bajo.
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3.3.Las muestra tratadas con ExoSAP pueden almacenarse a 4 °C hasta que estén listas
para su uso. Estas muestras pueden almacenarse a 4 °C durante una semana como

maximo antes de su uso, pero deben almacenarse a -20 °C si se las va a utilizar a
largo plazo®.

4. Reaccion de secuenciacion

NOTA: en casos donde las ambigliedades heterocigdticas se resuelvan con cebadores de
secuenciacién heterocigdticos como HARPS®, consultar las instrucciones de uso de OLERUP
SBT™ HARPS®.

4.1.En la Tabla 3 se indican los cebadores de secuenciacién que deben usarse para cada

locus.
HLA-A HLA-B HLA-C
AEX1F AEX1R BEX1F BEX2F CEX1F CEX1R
AEX2F AEX2R BEX2R BEX3F CEX2F CEX2R
AEX3E AEX3R BEX3R BEX4F CEX3F CEX3R
AEXAF AEX4R BEX4R CEX4F CEX4R
CEX5F CEX5R
CEX6F CEX6R
CEXTF
HLA-DRB1* HLA-DQB1 HLA-DPB1
DRB1EX2F || DRB1EX2R-2 DOB1EX2F || DOB1EX2R DPB1EX2F || DPB1EX2R
DRB1EX3R-2" RB-TG344-R! DOB1EX3F || DOBI1EX3R
0]
DRB1EX2F DRB1EX2R-2 DOB1EX2F DOB1EX2R-3 DPB1EXIF DPB1EX1R
DRB1EX3F-7 (| DRBIEX3R-7 DOB1EX3F DOB1EX3R DPB1EX2F DPB1EX2R
RB-TG344-R DPB1EX3F DPB1EX3R
DPB1EXAF DPB1EX4R
DPB1EXSF DPB1EX5R
PB-AG341-R*

Tabla 3: cebadores de secuenciacién proporcionados para usar con cada

locus.

'RB-TG344-R es un HARP® dirigido al diformismo del codén 86. Su uso es opcional.
*PB-AG341-R es un HARP® dirigido al dimorfismo del codén 85 en DPB1. Su uso también es

opcional.

ADRB1EX3R-2 es un cebador de secuenciacion DRB1 en los kits HH-PD5.2-5 que tiene un
comportamiento similar a un HARP y esta disefiado para secuenciar los siguientes grupos de
alelos: *03, *08, *11, *12, *13, *14, *15 y *16. Este cebador producird datos de secuenciacidon
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heterocigéticos, homocigdticos o ninglin dato de secuenciacion, seguin el genotipo de la muestra
que se tipifique. Al analizar datos de DRB1EX3R-2 en ASSIGN™ contra la referencia de DRB1-
FullX2, los datos del exdn 3 resultantes se analizaran en una capa por separado y permitiran la
resolucion de una serie de ambigliedades de alelos en el exén 3, como la ambigiedad
DRB1*14:01 versus *14:54. Su uso es opcional, en funcién de la estrategia de tipificaciéon que
utilice el laboratorio. Esto no se aplica a los kits LG-PD5.2-7, ya gue la secuenciacidn direccional
para el exdn 3 estd disponible.

4.2.Preparar una solucién fresca de mezcla de cebador de secuenciacion cada vez que se
realiza un reaccion de secuenciacidon. La composicion y los volimenes de la mezcla
indicados a continuacidn son por muestra.

Componente Volumen
Cebador de secuenciacion 2 uL

Agua destilada 11,5 uL
Varios BigDye® 1L
Terminator

5x Seq Rxn Buffer 3,5uL

4.3. Mezclar suavemente en un vortex a pulso cada mezcla de reaccion de secuenciacion.

4.4.Administrar 18 pL de la mezcla de reaccidon de secuenciacion en cada pocillo
correspondiente.

NOTA: para ejecuciones que incluyan pocas muestras con muchos cebadores de
secuenciacion, es aceptable administrar el cebador de secuenciacién (2 uL) directamente en
los pocillos individuales. A continuacién, puede crearse una mezcla maestra compuesta de
agua destilada, varios BigDye® Terminator y 5x Seq Rxn Buffer, de la cual debe administrarse
16 pL en cada pocillo. Se recomienda especialmente que el usuario valide el uso de este
procedimiento alternativo antes de su implementacion.

4.5. Aflada 2 pL del producto de PCR purificado a cada pocillo correspondiente.

NOTA: deben tomarse medidas para evitar la contaminacién cruzada de reacciones de
secuenciacion.

4.6. Sellar los pocillos, mezclar suavemente y centrifugar brevemente para garantizar
que el contenido se ubique en la base de cada pocillo.

4.7.Colocar los pocillos en un termociclador y ejecutar de acuerdo con el siguiente perfil:

Cantidad de ciclos Temperatura y tiempo
25 96 °C-10 seg
50°C-5seg
60 °C—=2 min
1 4 °C —retencién

4.8. Cuando finaliza el programa, quitar los pocillos/placas del termociclador y continuar
directamente con la purificacion de los productos de la reaccién o almacenar a

oscuras a 4 °C hasta que sea necesario. Se recomienda purificar las muestras y
ejecutar el secuenciador de ADN en las 24 horas posteriores.
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5. Purificacion de productos de la reaccion de secuenciacion

NOTA: la purificacion de los productos de la reaccion puede llevarse a cabo con
procedimientos distintos al método de precipitacién de etanol que se describe aqui. Se
recomienda especialmente que los usuarios validen estos procedimientos antes de
continuar.

5.1.Centrifugar brevemente los pocillos/placas antes de continuar. Si se han usado
cubiertas/tapas reutilizables durante el termociclado, etiquete las cubiertas/tapas
para evitar la contaminacién cruzada.

5.2.Retirar con cuidado los sellos.

5.3.ARada 5 uL de 125mM EDTA, pH 8,0 en cada pocillo. Asegurarse de que el EDTA
llegue a la base del pocillo.

5.4. Afiadir 60 pL de etanol al 100 % en cada pocillo. Sellar los pocillos/placas y mezclar
en vortex de forma breve pero a conciencia para garantizar un mezclado correcto.

5.5.Sedimente los productos de extensién mediante un centrifugado a 2000 g durante
45 minutos. CONTINUE DE INMEDIATO CON EL PASO SIGUIENTE. Si no es posible,
volver a centrifugar 10 minutos mas antes de continuar.

5.6.Retirar los sellos de los pocillos y, para desechar el sobrenadante, invertir los pocillos
en toallas o pafuelos de papel.

5.7.Colocar los pocillos invertidos y las toallas o los panuelos de papel en la centrifuga.
Centrifugar a 350 g durante 1 minuto para eliminar todo el sobrenadante residual.

5.8.Retirar los pocillos de la centrifuga y colocarlos en posicion vertical sobre la mesa de
trabajo. Desechar las toallas o los pafnuelos de papel.

5.9. Preparar solucion fresca de etanol al 80 % con etanol absoluto y agua destilada.

5.10. Aiadir 60 pL de etanol al 80% en cada pocillo. Volver a sellar los pocillos y mezclar
en vortex brevemente.

5.11. Dar un pulso de centrifuga a 2000 g durante 5 minutos.
5.12. Repetir los pasos 5.6 y 5.7.

5.13. Retirar los pocillos de la centrifuga y desechar las toallas de papel. Volver a sellar
los pocillos y continuar con el paso de desnaturalizacidn. De lo contrario,
almacenar a -20 °C a oscuras®. Se recomienda ejecutar los productos de extensién
en el secuenciador de ADN en las 24 horas posteriores a la preparacion de las
reacciones de secuenciacion.

6. Desnaturalizacion y electroforesis de productos de la reaccion de

secuenciacion

NOTA: si se ha utilizado otro método de purificacién distinto en lugar de la precipitacion de
etanol, es posible que no sea necesario realizar el procedimiento para la desnaturalizacidon
de los productos de extensién en formamida Hi-Di™ que se describe aqui. Se recomienda
especialmente que los usuarios validen los procedimientos alternativos antes de continuar.
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6.1. Afiadir 12 pL de formamida Hi-Di™ en cada pocillo. Mezclar en vértex y centrifugar
brevemente los pocillos/placas.

6.2.Incubar los pocillos a 98 °C durante 5 minutos. Después de la incubacién,
asegurarse de enfriar rapidamente los pocillos a temperatura ambiente (por
ejemplo, poniéndolos en hielo o usando el termociclador para realizar los pasos de
desnaturalizacion y enfriamiento) antes de colocarlos en el secuenciador. Después
de resuspender la muestra en formamida Hi-Di, se recomienda cargarla
inmediatamente en el instrumento. La muestra permanecerd estable durante 24
horas en el instrumento®.

NOTA: asegurarse de que no haya burbujas de aire en los pocillos. Estas burbujas pueden
ingresar en el capilar y danarlo.

6.3.Cargar los pocillos/placas en el secuenciador automatico y preparar el archivo de
recopilacion de datos segun las especificaciones del fabricante del secuenciador.

6.4.Se han validado los siguientes parametros del instrumento con Big Dye® Terminator
Sequencing Kit v3.1 y POP-7™. Es posible que estos parametros requieran validacién
del usuario para otros polimeros, métodos quimicos de secuenciacion e
instrumentos. Consultar el manual del usuario del instrumento correspondiente
para acceder a instrucciones y guias detalladas (por ejemplo, asegurarse de que la
configuracién del conjunto de tinciones sea adecuada para el método quimico
utilizado; por caso, el método de secuenciacién v1.1 Big Dye” Terminator requerira
otro conjunto de tinciones).

Parametro Configuracion
Conjunto de Z BigDyeV3
tinciones

Archivo de KB_3730 _POP7_BDTV3
Mobility

Llamador de KB.bcp

bases

Mddulo de FastSeq50_POP7
ejecucion regular

Tiempo de 15 seg

inyeccidn

Tiempo de 3000 seg
ejecucion

6.5. Utilizar el software de recopilacién de datos del instrumento para procesar los datos
en bruto y crear los archivos de secuenciacién. Consultar el manual del usuario del
instrumento correspondiente para acceder a instrucciones y guias detalladas.

7. Edicidn y analisis de electroferogramas

Los kits OLERUP SBT™ se disefian, desarrollan y validan con el software OLERUP ASSIGN™
SBT de CareDx Pty Ltd. Se recomienda que los usuarios utilicen las versiones 3.6+ o
posteriores de ASSIGN™ SBT (ASSIGN™ SBT V4.7 o OLERUP ASSIGN™ SBT V471), ya que
estas versiones del software aplican archivos de configuraciéon y referencia disefiados
especificamente para los kits de tipificacion OLERUP SBT™ y para HARPS’. Para obtener mas
detalles sobre la operacidon de estos programas de software, consultar los manuales del
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usuario correspondientes, que pueden descargarse en el sitio web de CareDx
(http://www.CareDx.com).

Los datos de tipificacion basados en secuenciacion generados con los kits de tipificacion
OLERUP SBT™ deben analizarse contra los siguientes archivos de referencia de ASSIGN™ SBT
proporcionados por CareDx Pty Ltd:

Ensayo Cédigo de Archivo de referencia
producto de ASSIGN
OLERUP SBT™ HLA-A XH-PD1.1-2 A.xml
OLERUP SBT™ HLA-B BS-PD2.1-2 B.xml
OLERUP SBT™ HLA-C HH-PD3.2-2 C.xml o Cw.xml
OLERUP SBT™ HLA-DRB1 HH-PD5.2-5 DRB1-FullX2.xml
LG-PD5.2-7 527_DRB1.xml
OLERUP SBT™ HLA-DQB1 PQ-PD6.2-2 DQB1.xml
AN-PD6.2-3 623_DQB1.xml
OLERUP SBT™ HLA-DPB1 HH-PD10.1 DPB1.xml
KD-PD10.2-1 DPB1.xml
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Caracteristicas de funcionamiento
Precision

Los paneles con un maximo de 93 muestras del Programa de ensayos de aptitud UCLA
International DNA Exchange (2008-2010) utilizados para pruebas internas de los kits OLERUP
SBT™ ofrecieron los siguientes resultados:

Locus Cantidad de  Sensibilidad de Especificidad Cantidad de Cantidad de Cantidad
muestras diagndstico de diagndstico muestras muestras de alelos
so:rzt;iaas a (% .de PCR (% qe discorsdante hetero:igética Unicos
exitosos) genotipos
obtenidos)
HLA-A 81 100 % 100 % 0 74 20
HLA-B 82 100 % 98,8 % 0 79 81
HLA-C 39 97,5 % 97,5 % 0 35 21
HLA-DRB1 93 96,7 % 96,7 % 0 84 39
HLA-DQB1 42 100 % 100 % 0 36 14
(PQ-PD6.2-2)
HLA-DQB1 38 100 % 100 % 0 34 15
(AN-PD6.2-3)
HLA-DPB1 77 100 % 100 % 0 60 18
(HH-PD10.1)
HLA-DPB1 16 100 % 100 % 2* 14 13

(KD-PD10.2-1)

*Las dos muestras discordantes contenian informacién de secuenciacién adicional mas alla
del exdn 2. El Programa de ensayos de aptitud UCLA International DNA Exchange no reportd
esta informacidon. Una muestra contenia 131:01, pero el Programa de ensayos de aptitud
UCLA International DNA Exchange reporté 13:01. Los alelos difirieron en los exones 3y 4. La
otra muestra contenia 107:01, pero el Programa de ensayos de aptitud UCLA International
DNA Exchange reporté 13:01. Estos alelos difirieron en el exdn 1.

Para los kits OLERUP SBT™ HLA-DRB1 (cddigo de producto LG-PD5.2-7), se utilizé un panel
de 23 muestras caracterizadas en pocillos que cubrian una amplia gama de alelos para las
pruebas internas. Ademas, también se tipificd un panel de 293 muestras de fuentes externas
sin conocimiento a priori de otros datos de tipificacion de HLA. Estas muestras también se
sometieron a pruebas con el ensayo OLERUP SBT™ HLA-DQB1 (PQ-PD6.2-2). En los casos
donde se obtuvo un resultado heterocigético, se examinaron las asociaciones DQB1/ DRB1
para esas muestras para confirmar el resultado y para detectar instancias donde puedan
haberse producido alelos nulos.

Las pruebas ofrecieron los siguientes resultados:
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Locus Cantidad de Sensibilidad de Especificidad Cantidad de Cantidad de Cantidad

muestras diagnodstico de diagndstico muestras muestras de alelos
sometidas a discordantes heterocigétic unicos
prueba as
HLA-DRB1 23 100 % 100 % 0 23 12
286* 97,9 % 99,6 % 0 253 33

*Seis muestras no se amplificaron debido a la mala calidad de las muestras de ADN. Se
detectd que una de las muestras contenia ADN contaminado, cuyo origen estuvo en el
laboratorio en el cual se obtuvieron las muestras. A causa de la contaminacién, no se pudo
obtener un genotipo para esa muestra.

El andlisis de secuenciacién de PCR y de lugares de cebado de secuenciacion, y los estudios
de evaluacién de rendimiento no han identificado ninglin alelo comun y bien documentado
gue no se haya amplificado con el uso recomendado de estos kits. Para obtener mas
informacidn, consultar el documento OLERUP SBT™ Primer Analysis, disponible junto con
cada publicacion de referencia de OLERUP ASSIGN™ SBT, que puede descargarse del sitio
web de CareDx (http://www.CareDx.com).

Limite de deteccion

La concentracién recomendada de ADN gendmico humano de alto peso molecular es de 20-
100 ng/BlL. Las pruebas internas han demostrado que también pueden usarse muestras con
una concentraciéon baja (hasta 5 ng/@L). También se obtuvieron genotipos correctos desde
ADN de baja calidad o fragmentado.

Especificidad

Los kits OLERUP SBT™ de CareDx Pty Ltd son ensayos de locus especificos. Si se usan los kits
de acuerdo con estas instrucciones, solo deberia amplificarse un solo locus. En la mayoria de
los casos, el uso de los cebadores de secuenciacion incorporados en cada kit producird una
tipificacion de HLA para la mayoria de las muestras, sin necesidad de otras resoluciones. En
los casos donde siga habiendo ambigliedades heterocigdticas, se recomienda usar cebadores
de secuenciacidn de resolucién (como OLERUP SBT™ HARPS®).

Debe sefialarse que es posible que se produzcan mutaciones en los lugares de amplificacion
o cebado de secuenciacidn, y que eso puede producir alelos nulos. Las muestras que
sugieran un resultado de tipificacion homocigética deben confirmarse mediante
procedimientos alternativos.

Sustancias interferentes

CareDx Pty Ltd ha identificado todas las potenciales sustancias interferentes que puede
afectar la prueba. Consultar la tabla a continuacién.

Inhibidor Fuente potencial Riesgo | Comentarios
EDTA Tampdn TE, tubos de Muy Resuspender el ADN en Tris-HCl pH8 o TE con <1mM
recoleccién de sangre bajo EDTA. Usar kits de preparacion de ADN en sangre
comerciales y/o evitar los tubos de recoleccién de sangre
para EDTA
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Inhibidor Fuente potencial Riesgo | Comentarios
Alcoholes Etanol, isopropanol, Bajo Asegurarse que los pellets o las perlas de ADN se sequen
alcohol isoamilico al aire, e inspeccionar visualmente para detectar gotas de
etanol (etanol al 1 % = 1,25 uL de etanol al 80 % en una
reaccion de PCR de 100 pL).
Exceso de sales KCl, NaCl, CsCl, NaAc Muy Garantizar un lavado a conciencia de los pellets o las
bajo perlas de ADN con etanol al 80 %. Asegurar un ADN
gendmico inicial con OD 230/260 ~2
Sales caotrdpicas Cloruro de guanidinio; Muy Garantizar un lavado a conciencia de los pellets o las
MgCL2; urea bajo perlas de ADN con etanol al 80 %. Asegurar un ADN
gendmico inicial con OD 230/260 ~2
Fenol: cloroformo Remanente orgdnico Muy Un componente del procedimiento de extraccién de ADN
bajo Trizol de amplio uso comercial. Garantizar un lavado a
conciencia de los pellets o las perlas de ADN con etanol al
80 %. Asegurar un ADN gendmico inicial con OD 230/260
~2
Proteinas BSA, PEG, albimina en Muy Kits de preparacion de ADN en sangre comerciales.
sangre bajo Asegurar un ADN gendmico inicial con OD 260/280 >1,8
Hemo, Sangre Muy Evitar el uso de muestras de sangre que evidencien una
hemoglobina, bajo hemodlisis intensa. Kits de preparacién de ADN en sangre
inmunoglobulinas comerciales. Asegurar un ADN gendmico inicial con OD
260/280 >1,8
Detergentes/DDT Desoxicolato de sodio, Muy Garantizar un lavado a conciencia de los pellets o las
sarcosil, SDS, NP40, bajo perlas de ADN con etanol al 80 %. Asegurar un ADN
Tween 20, Triton X-100, genomico inicial con OD 230/260 ~2
N-octil glucdsido
Proteasas Proteinasa K, Muy Usar kits de preparacion de ADN en sangre o saliva
manipulacién de bajo comerciales. Usar guantes en todo momento
muestras
Nucleasas Manipulacién de Muy Kits de preparacidon de ADN en sangre comerciales. Usar
muestras, enzimas de bajo guantes en todo momento
restriccién, nucleasa
microcdcica
ADN/ARN exdégeno | Remanente, Muy Preparar el ADN gendmico en un drea pre PCR exclusiva
contaminacion bajo
Portadores ARN, heparina, Muy Usar kits de preparacion de ADN en sangre comerciales
glucogeno bajo y/o evitar los tubos de recoleccion de sangre para
heparina
Exceso de iones Mg2+ del tampdn de Muy Garantizar un lavado a conciencia de los pellets o las
metdlicos PCR, iones de hierro bajo perlas de ADN con etanol al 80 %. Asegurar un ADN
gendmico inicial con OD 230/260 ~2
Farmacos Sangre Muy Kits de preparacion de ADN en sangre comerciales.
antivirales (por bajo Asegurar un ADN gendmico inicial con OD 260/280 >1,8
ejemplo, aciclovir)
Polvo en los Guantes con polvo Muy Usar guantes sin polvo
guantes bajo
Tubos de PCR Tratamiento con luz UV Muy Evitar el tratamiento de utensilios plasticos
irradiados con luz de los tubos PCR bajo

uv
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Limitaciones y precauciones

e Se recomienda especialmente que el usuario valide estos kits antes de su
implementacién en el laboratorio con muestras cuya tipificacion de HLA haya sido
determinada a través de otros procedimientos moleculares. En particular, el usuario
debe validar todas las desviaciones respecto de este procedimiento (por ejemplo, el uso
de procedimientos de purificacién de secuenciacidon de PCR o ADN alternativos) antes de
su implementacion.

e Estos kits se validaron con paneles de muestras cuyos genotipos cubren una amplia
gama de alelos. Sin embargo, debe senalarse que pueden encontrarse alelos poco
frecuentes y alelos con polimorfismos en lugares de amplificacion y cebado de
secuenciaciéon, que no deben amplificarse ni secuenciarse.

e La naturaleza de la tipificacion basada en secuenciacién de HLA impone que todos los
factores que no pertenezcan a la mezcla de PCR pueden producir una amplificacion
preferencial o alelos nulos. De este modo, los resultados de tipificaciones
aparentemente homocigdticas deben confirmarse a través de métodos alternativos y/o
genotipificacion familiar.

e Debe incluirse un control positivo (ADN humano) y un control negativo (agua destilada)
en cada ejecucion de PCR. El control positivo debe producir un producto de PCR del
tamafio adecuado en funcion del locus amplificado, y la secuencia resultante debe estar
de acuerdo con el genotipo de la muestra. No debe haber productos de PCR en el
control de plantilla negativo para cada experimento. Si hay una banda evidente, es
posible que se haya producido contaminaciéon en algin nivel y debe repetirse la
ejecucion.

e En ocasiones, es posible que haya evidencias de productos de PCR adicionales y mas
débiles. Estas bandas adicionales no interfieren con los resultados de la secuencia o la
calidad.

Licencia

Los kits OLERUP SBT™ contienen polimerasa GoTaq" Hot Start (ADN POL), que fabrica
Promega Corporation y distribuye CareDx Pty Ltd. Licenciado a Promega bajo los nimeros de
patente 5,338,671 y 5,587,287 de los Estados Unidos y sus patentes extranjeras
correspondientes.
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Resolucion de problemas

Problema Causas posibles Solucién
Ausencia o ADN de mala calidad | Evaluar la calidad del ADN a través de una
debilidad del electroforesis en gel. El ADN intacto debe ser

producto de PCR

aproximadamente de 3 kb, con nada o poca
evidencia de frotis sobre el gel. Volver a extraer el
ADN vy repetir la PCR si es posible.

Cantidad insuficiente
de ADN anadida a la
PCR.

Comprobar si la concentracién de ADN esta entre
20-100 ng/CEIL. Volver a extraer el ADN vy repetir la
PCR si es posible.

Presencia de
inhibidores de PCR
en el ADN gendmico

Los inhibidores de PCR estan presentes en todos
los fluidos del cuerpo humano, entre ellos la
sangre, el suero y el plasma. Los inhibidores de PCR
representan un grupo diverso de sustancias con
diferentes propiedades y mecanismos de accion.
Los inhibidores mds comunes en la sangre son la
hemoglobina, la inmunoglobulina G (IgG) vy la
lactoferrina. Ademas, las hormonas o las sustancias
antivirales como el aciclovir, y también algunos
antibidticos, pueden afectar a la amplificacién de
genes'®!3, Evitar el uso de especimenes de sangre
entera que contengan heparina. Para acceder a
detalles mds especificos, consultar los manuscritos
citados'>13, EDTA: puede alterar las
concentraciones de Mg2+ y puede inhibir el ADN
polimerasa en ciertas concentraciones®®. Por lo
general, los tubos de citrato de sodio dan como
resultado ADN de alta calidad®?.

Los métodos de extraccion/purificacion de ADN
pueden eliminar de manera eficiente los
inhibidores de PCR. El cliente debe evaluar los
métodos de extraccion/purificacion de ADN para
garantizar la pureza de la muestra.

Volver a extraer el ADN vy repetir la PCR si es
posible.

ADN polimerasa no
anadido a la mezcla

maestra o mezcla
insuficiente de la
mezcla maestra

antes de afadir las
muestras.

Repetir la PCR. Asegurarse de afiadir y mezclar en
vortex lo suficiente los componentes de la mezcla
maestra.

Problemas en el
termociclado

Comprobar los parametros de ejecucion del
termociclado.

Comprobar el historial de ejecuciones para
asegurarse de que no se finalizd6 prematuramente
esa ejecucion.

Asegurarse de que el termociclador esté
funcionando de acuerdo con las especificaciones
del fabricante y que se someta a un

mantenimiento regular.

No se anadio

Sumergir el gel en un bafo de tincidon que contenga
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bromuro de etidio al
gel.

1X TBE con 0,5 mg/mL de bromuro de etidio.
Destefiir en 1X TBE antes de tomar la imagen del
gel.

Asegurarse de afiadir bromuro de etidio al gel
antes de verterlo.

Las muestras de ADN
estan  eluidas o
diluidas en agua que
puede tener un pH
ligeramente acido.

Siempre que sea posible, usar agua destilada con
pH neutro.

Ausencia o
debilidad del
producto de PCR
para la banda de
exones 3-5 en el
ensayo KD-PD10.2-
1

ADN de mala calidad

La amplificacion de muestras de calidad muy baja
puede producir una amplificacién débil del
amplicon del exdén 3-5. De todos modos, puede
lograrse la tipificacion con los datos de
secuenciacion de los exones 1 y 2. O bien puede
volverse a extraer el ADN y repetir la PCR si es
posible.

Tamanos de banda
incorrectos

Se utilizdé el kit
incorrecto

Comprobar que se haya utilizado el kit adecuado.

Se utilizo el
programa de
termociclado
incorrecto.

Comprobar los parametros del termociclado.

Contaminaciéon de la
PCR

Verificar el control negativo para detectar
evidencias de contaminacion.

Descontaminar el area de trabajo y repetir la PCR.
Repetir el PCR para identificar la fuente de
contaminacién. Considerar el uso de un kit nuevo.
Si el ADN gendémico de una muestra parece estar
contaminado, volver a extraerlo o recurrir a una

fuente alternativa de ADN.

Intensidad de sefial | Debilidad del | Comprobar la imagen del gel. NO se recomienda la
débil de los producto de PCR secuenciacién de bandas de PCR débiles, ya que la
electroferogramas calidad de la secuencia puede ser insuficiente para
SBT.
Considerar el uso de un factor de dilucion mas bajo
(por ejemplo, 1:2, 1:3) después de la purificacion
de PCR.
Productos de | Verificar los pardmetros del secuenciador. Es
reaccion posible que deban aumentarse el tiempo de
insuficientes inyeccion y el voltaje.
aplicados al
secuenciador
Problemas durante | Tener mucho cuidado al descartar el sobrenadante,
la purificacion de | ya que puede expulsar el pellet.
productos del

secuenciador

La intensidad de la
sefial es demasiado
alta (presencia de
picos [artefactos]
fluorescentes altos)

Demasiado producto
de PCR

Comprobar la imagen del gel. Considerar el uso de
un factor de dilucion mas alto después de la
purificacién de PCR.

Verificar la cantidad de ADN polimerasa utilizado
en el PCR.

Se aplicaron

Verificar los pardmetros del instrumento.
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demasiados
productos de
reaccion al
secuenciador.

Considerar la reduccién del tiempo de inyeccion y
el voltaje.

Linea de referencia | Contaminacién del | Consultar las acciones correctivas mencionadas
con ruido (de producto de PCR arriba.
fondo alto)

Amplificaciéon de | Comprobar los parametros de termociclado.

genes de HLA

estrechamente

relacionados

Mala purificacion de
la PCR

Asegurarse de que el tratamiento ExoSAP se realiza
segun las instrucciones del usuario del kit.
Asegurar que la mezcla de PCR se combine a
conciencia con ExoSAP

Considerar el uso de ExoSAP, siguiendo el
procedimiento recomendado por el fabricante
(aumentando la cantidad de enzima), o bien
considerar una técnica de purificacién alternativa.

Reacciones de
secuenciacion
contaminadas

Asegurarse de realizar todos los pasos para evitar
la contaminacién cruzada. Cambiar de puntas de
pipetas si es posible. Afadir liquidos en la parte
superior de los pocillos. Evitar los aerosoles.

Cebador de
secuenciacion
contaminado

Comprobar la calidad de la secuencia en los otros
cebadores de secuenciacién y de otras muestras en
el mismo cebador.

Considerar el uso de una alicuota nueva del
cebador de secuenciacion.

Mezcla del
terminador de
tincién o tampdn de
secuenciacion
contaminados

Repetir la secuenciacion con una alicuota nueva de
reactivos.

Mala purificacién de
los productos de
secuenciacion.

Repetir la secuenciacién y garantizar que la
purificacién se realice de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Presencia de
burbujas de tinte

Mala purificacién de
los productos de
secuenciacion

Purificar los productos de acuerdo con las
instrucciones del kit.

Garantizar que los productos se laven lo suficiente
con etanol al 80 %.
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Productos relacionados

IVD con marca CE:

ASSIGN™ SBT 3.6+ Cédigo de producto: CGX0036+
ASSIGN™ SBT v4.7 Cédigo de producto: CGX00470
OLERUP ASSIGN™ SBT v471 Cddigo de producto: CGX00471

OLERUP SBT™ HARPS®

Para acceder a la lista de productos completa, consultar las instrucciones de uso de OLERUP
SBT™ HARPS®

Solo para uso de investigacién:

Kits de tipificacion de HLA OLERUP SBT™

AN-PD11.0-0(20) Kit OLERUP SBT™ HLA-DRB3 (20 y 50 pruebas)
AN-PD11.0-0(50)

AN-PD12.0-0(20)  Kit OLERUP SBT™ HLA-DRB4 (20 y 50 pruebas)
AN-PD12.0-0(50)

AN-PD13.0-0(20) Kit OLERUP SBT™ HLA-DRBS5 (20 y 50 pruebas)
AN-PD13.0-0(50)

LC-PD2.9(20) Kit OLERUP SBT™ HLA-B57 (20 y 50 pruebas)
LC-PD2.9(50)

Nota: los productos mencionados arriba estan licenciados como IVD en Australia

Reactivos de laboratorio de uso general
MgCl2 — 1.0(50) 2mM MgCl
MgCI2 — 1.0(3000)

SEQ BUF — 2.0(400) 5x Seq Rxn Buffer
SEQ BUF —2.0(5000)

EDTA —3.0(200) 125mM EDTA, pH 8,0
EDTA — 3.0(5000)

Para obtener mas detalles, contactar con el distribuidor local.

C Corer
C€

Kits autocertificados:
HH-PD3.2-2(20) Kit OLERUP SBT™ HLA-C (20 y 50 pruebas)
HH-PD3.2-2(50)
PQ-PD6.2-2(20) Kit OLERUP SBT™ HLA-DQB1 (20 y 50 pruebas)
PQ-PD6.2-2(50)

0
0
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AN-PD6.2-3(20)

AN-PD6.2-3(50)

HH-PD10.1(20) Kit OLERUP SBT™ HLA-DPB1 (20 y 50 pruebas)
HH-PD10.1(50)

KD-PD10.2-1(20)

KD-PD10.2-1(50)

Informacion de contacto

Fabricante

CareDx Pty Ltd

PO Box 1294

Fremantle 6959

Australia Occidental

Australia

Tel: +61-08-9336-4212

Correo electrénico: orders-aus@caredx.com
Sitio web: www.CareDx.com

Para acceder a soporte y detalles para realizar pedidos, consultar el sitio web de CareDx
(http://www.caredx.com).
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